HCV kanren shikkan chiryoyaku o shikoshita tahyotekigata furaren yudotai no sosei (yoyaku) by カタオカ, ヒロキ et al.
 1 
HCV関連疾患治療薬を指向した多標的型フラーレン誘導体の創製  
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【背景と目的】 
C型肝炎ウイルス(HCV)関連疾患は、罹患者が全世界で1億5千万人に上り、毎
年 70万人が死亡する原因となっていることから公衆衛生上重要な問題である。
HCV関連疾患治療の主流は、インターフェロンをベースとした治療法からウイルスの
非構造 (NS)タンパクを標的とした抗HCV薬による経口療法に大きく遷移した。新規
抗 HCV薬はNS3/4Aプロテアーゼ (NS3/4A)、NS5Aタンパク、NS5Bポリメラーゼ
(NS5B)を標的としている。これらを単剤で使用すると薬剤耐性変異体が出現するた
め、多くが併用療法として、あるいは合剤として用いられているが複数のNSタンパク
を阻害する抗HCV薬はまだない。また、HCVに感染し慢性肝炎を発症すると肝臓
の線維化は徐々に進行し最終的に肝がんに至る。HCVは宿主の酸化ストレスを増
大するため、これによる持続炎症やDNA傷害が肝がん移行に関連すると考えられ
ている。近年の経口抗HCV療法は高い著効率を誇るが、疾患の早期段階から酸
化ストレスを抑制して肝臓を保護するという視点はない。 
フラーレンは球状の炭素同素体であり、酵素の疎水性ポケットに結合しうる独特
な構造、高度に縮退した電子系に基づく酸化還元特性が着目され、医薬品として
の応用が期待されてきた。当研究室では種々の水溶性フラーレン誘導体 1a、2–4を
合成し、それらがNS5B阻害活性を有することを見出した。また私の修士課程研究
では、これらが酸化ストレス抑制活性の指標となる in vitroにおける抗酸化活性を持
つことを見出した。これよりNS5Bを阻害してウイルス複製を抑制するだけでなく、酸
化ストレスも抑制して肝がん移行をも停止する1a、2–4の多標的型HCV関連疾患治
療薬としての可能性を提唱してきた。多標的型医薬品には多くの長所があり、毒性
や代謝等の検討が単剤に対してのみで済み、薬物間相互作用の懸念も無い。また
がん治療におけるキナーゼ二重阻害薬に例を見るように、2つの作用が相乗効果を
示すことも期待できる。一方で短所として、複数の作用点に対してそれぞれ化合物
をデザインし、活性の強さのバランスを取る必要があるため創薬の難度が高いことが
挙げられる。 
NS5Bと酸化ストレスの双方を抑制するフラーレン誘導体がもう1つのHCV酵素を
阻害できれば、多標的型HCV関連疾患治療薬の有用なリード化合物となる。さらに
酸化ストレスを抑制して肝臓を保護するという視点、二重阻害を含む多標的型医薬
品というコンセプトにより、既存の抗HCV薬と差別化できると考えた。そこで本研究で
は既存の抗HCV薬の標的となっているNS3/4Aに着目し、NS5Bと酸化ストレスだけ
でなく、NS3/4Aをも阻害するフラーレン誘導体の創製し、新規多標的型HCV関連
疾患治療薬リードとなる誘導体を見出すことを目的とした。  
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【フラーレン誘導体のデザインと合成】 
まず位置異性体と光学異性体がなく構造修飾が比較的容易なcis-1aとNS3/4A
のドッキングシミュレーションを実施したところ、フラーレンコアが触媒部位近傍の疎
水性ポケットに結合し、キモトリプシン様の触媒部位を形成するヒスチジンとの-ス
タッキングが認められ、かつ既存の阻害剤が持つアシルスルホンアミド部位と1aのカ
ルボキシ基が重なることが予想された(data not shown)。これらの結果からcis-1aが
NS3/4Aを阻害する可能性が考えられたことから、阻害活性の高い誘導体を創出す
るため1aのメチン部位に種々の置換基を導入した誘導体 1b–j (Fig.)をデザインし
た。 
塩化銅 (I)を触媒として、 tert-ブチルアルコールとN,N´-ジイソプロピルカルボジイミ
ドから生成するO-tert-ブチルイソ尿素誘導体によりL-(+)-酒石酸を tert-ブチルエス
テル化した後、ヨードベンゼンジアセタートによる1,2-ジオール酸化開裂反応により、
グリオキシル酸 tert-ブチルを得た。次にアミノ酸の tert-ブチルエステルとグリオキシル
酸 tert-ブチルから生成するアゾメチンイリドを、フラーレンに作用させる1,3-双極子付
加環化反応によりフラーレンコア上にピロリジン環を導入した。この反応ではcis体と
trans体が生成するが、それらの立体配置はNOESYを測定して決定した。最後にト
リフルオロメタンスルホン酸で脱保護することにより1a–jを得た。1,3-双極子付加環
化反応ではcis体が優先して生成したが、系中で生成するアゾメチンイリドの安定性
に着目し、 trans体が優先して生成する反応としてp-メトキシベンジル(PMB)基を利
用した方法を開発した。この合成法に基づき、PMB基で保護した第二級アミンとグリ
オキシル酸 tert-ブチルから生成するアゾメチンイリドをフラーレンに作用させて trans
体を優先的に得た後、酸で脱保護することで trans-1a、1bを得た。NS5B阻害や酸
化ストレス抑制を含め、フラーレン誘導体の各活性発現に際してフラーレンコアを要
するか明らかにするため、1aの置換基部位に相当する化合物 5を合成した。化合物
5は既知の合成法を参考に、2,5-ジブロモアジピン酸ジエチルにp-メトキシベンジル
アミンを作用させてピロリジン環を構築し、DDQでPMB基を脱保護後、水中でエチ
ルエステルを加水分解することにより得た。  
 
Fig. 研究対象としたフラーレン誘導体及び関連化合物  
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【抗HCV活性の検討】  
(1) NS3/4A阻害活性  
NS3/4A阻害活性を測定したフラーレン誘導体の IC50は概ね1 M以下であり、2
の活性が最も強く、3の活性が弱かった。誘導体 1a–jについて構造活性相関が認
められないことから、NS3/4A阻害活性にほぼ差はないといえる。また5は100 Mにお
いてもNS3/4Aを阻害しなかったことから、阻害活性発現におけるフラーレンコアの必
要性が示された。  
 
(2) NS5B阻害活性  
NS5B阻害活性を測定したすべてのフラーレン誘導体の IC50は1 M以下であっ
た。誘導体1a–jについて構造活性相関は認められなかった。また5は100 Mにおい
てもNS5Bを阻害しなかったことから、NS3/4A阻害活性発現と同様にフラーレンコア
の必要性が示された。  
以上より、1aのメチン部位への置換基導入はNS3/4AやNS5Bに対する阻害活性
を変化させずに、水溶性や細胞内移行性といった物性や抗酸化活性の調節に利
用できる可能性がある。  
 
(3)細胞内HCV複製抑制活性  
細胞内HCV複製に対してはcis-1jが最も有効であった(EC50=0.89 M)。誘導体
3の複製抑制活性が強いのは後述する顕著な細胞毒性によると考えられる。誘導
体 trans-1d、cis-1eのHCV複製抑制活性は低かったが、これらは酵素アッセイでは
同等の阻害活性を示しているため、細胞アッセイの結果はHCV酵素に対する阻害
活性のみでは説明できない。側鎖置換基により細胞内移行性が変化したこと等が
考えられ、この仮説に基づけばcis-1jは良い細胞内移行性を持つことにより、細胞
内HCV複製抑制活性が高く表れた可能性がある。  
 
(4)細胞毒性  
フラーレン誘導体 (30 M)は3を除いて有意な毒性を示さなかったことから、HCV
複製抑制活性が細胞毒性によらないことが示された。  
 
【酸化ストレス抑制活性の検討】 
(5)ヒドロキシルラジカル消去活性  
酸化ストレス抑制活性の指標として、 in vitroにおけるヒドロキシルラジカル消去活
性を測定した。多くの誘導体は一般的な抗酸化剤であるトロロックスと同等以上の
強いヒドロキシルラジカル消去活性を示した。これらの結果から親水性の高い誘導
体の活性が高く、疎水性の高い誘導体の活性が低いことが示唆されたが、3の活性
が低かったことからカチオンの存在が活性に不利である可能性がある。誘導体 1a–j
の活性は水溶性置換基により分散性が変化したことによると考え、極性表面積
(PSA)を計算してヒドロキシルラジカル消去活性との相関を求めたところ、中程度の
相関を示した(R2=0.37)。化合物 5も消去活性を示したが、フラーレンコアの消去活
性は既知であるため、1aの消去活性は置換基部位のみに由来するわけではない。  
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(6)TBHP惹起性酸化ストレスに対する細胞保護効果  
酸化ストレス抑制効果の指標として、 tert-ブチルヒドロペルオキシド (TBHP)誘発
性細胞死に対するHuH-7細胞保護効果を測定した。芳香族アミノ酸由来の置換基
を持つ1d、cis-1i、cis-1jの保護効果が弱かった。他の誘導体は30–50%程度まで
細胞生存率を回復させたのに対し、cis-1hの保護効果が最も高く70%まで回復させ
た。ヒドロキシルラジカル消去活性が比較的高く細胞内HCV複製に対して最も有効
であったcis-1jの細胞保護効果は弱かったことから、保護効果の差がヒドロキシルラ
ジカル消去活性や細胞内移行性と相関するとは考えにくい。そのためcis-1hの保護
効果が強いのは細胞内に存在するラジカル種が異なること、抗酸化酵素を誘導し
たこと等が要因として考えられる。一方で化合物 5は保護効果を全く示さなかった。
以上の結果から1aのメチン部位への置換基導入は酸化ストレス抑制活性調節に有
用な変換であり、最も保護効果の高いcis-1hを見出した。 
 
【結論】 
誘導体1aのメチン部位に様々な置換基を導入した新規誘導体1b–jを合成した。
またN-置換アゾメチンイリドの安定性に着目し、cis体を優先的に生成する反応を
trans体優先へと転換した反応を開発した。誘導体1a–jの他、2–4のNS3/4A阻害活
性を測定し、3以外の誘導体が高い活性を持つことを明らかにした。誘導体 1b–jは
NS5B阻害活性も示し、これらの活性はNS3/4Aに対するIC50と同等であった。以上
より、有用な二重阻害剤リードとしてNS3/4AとNS5Bに対する IC50のバランスが良い
1a–j、4を見出した。化合物5の酵素阻害活性検討から、フラーレンコアの必要性が
示された。細胞内HCV複製に対してもフラーレン誘導体は有効であり、中でも高い
活性を持つcis-1jを見出した。In vitroにおける抗酸化活性の指標としたヒドロキシ
ルラジカル消去活性はPSAの計算から、3を除く親水性の高い誘導体ほど活性が高
いことが示唆された。TBHP誘発性酸化ストレスに対するHuH-7細胞保護効果は、
芳香族アミノ酸側鎖を持つ誘導体が低く、その他の誘導体が中程度だったが、
cis-1hが高い保護効果を示した。以上の結果から細胞内HCV複製に有効で、かつ
TBHP誘発性酸化ストレスに対する細胞保護効果が高かった cis-1hを多標的型
HCV関連疾患治療薬リードとして見出した。誘導体 cis-1h、1jの構造を基にすれば
細胞内HCV複製阻害活性と酸化ストレス抑制効果の双方がより高い誘導体が創
製できる可能性がある。  
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